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响应面法优化大孔树脂纯化黄芪
毛蕊异黄酮工艺
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摘　要：为优化大孔树脂纯化黄芪毛蕊异黄酮提取物的最佳工艺条件，比较七种不同类型大孔树脂（H103、
D101、AB-8、DM130、HPD-400、DM301、HPD-600）的静态吸附-洗脱性能，筛选合适树脂型号后，采用单因素

与响应面试验确定最佳纯化工艺条件。结果表明，HPD-400 树脂对毛蕊异黄酮的吸附纯化效果最佳。随着温度的

升高，树脂吸附量下降，吸附过程符合二级动力学模型特征。大孔树脂纯化黄芪毛蕊异黄酮的最佳工艺为：质量

浓度为 2.97 mg/mL，pH4.9 的毛蕊异黄酮提取液 60 mL 以 1 mL/min 流速上样至 HPD-400 树脂后，经 140 mL
体积分数为 79.8% 乙醇溶液，以 1 mL/min 流速洗脱，产物中毛蕊异黄酮含量由 2.17% 提高至 10.36%，约为纯化

前 4.8 倍。因此，该工艺条件适于黄芪毛蕊异黄酮纯化。
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Abstract：To optimize the technical condition for purification of calycosin of Astragalus membranceus with macroporous
resin, the static adsorption and desorption performance of macroporous resin of seventy types （H103, D101, AB-8, DM130,
HPD-400, DM301, HPD-600） were compared for select the best type resin. The optimum process condition was obtained
by single factor experiments and response surface experiment. The results showed that HPD-400 macroporous resin was the
best  macroporous resin for purification of calycosin of Astragalus membranceus,  and the adsorption quantity of the resin
was gradual decreasing with temperature increasing, and the adsorption process fitted characteristic of second-order kinetics
model. The optimum process condition were as follows: The initial concentration of sample solution was 2.97 mg/mL, the
volume  was  60  mL  with  loading  speed  of  1.0  mL/min,  the  pH  of  sample  solution  was  4.9,  and  the  volume  fraction  of
ethanol  was  79.8%,  the  eluent  volume  was  140  mL with  flow rate  of  1.0  mL/min.  The  contents  of  calycosin  in  product
increased  from  2.17%  to  10.36%,  which  was  about  4.8  times  of  that  before  purification.  Therefore,  the  HPD-400  
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macroporous resin had good performance for separation and purification of calycosin from extracts, the purification process
obtained in this study was suitable for the purification of Astragalus membranceus calycosin.

Key words：Astragalus membranceus；calycosin；response surface method；macroporous resin；purification process

 

黄 芪 是 豆 科 黄 芪 属 膜 夹 黄 芪 （ Astragalus
membranceus（Fisch.） Bge.）或蒙古黄芪（Astragalus
membranceus（Fisch.） Bge. Var mongholicus Bge）的
根，因具有补气固表、利尿脱毒之功效，而常添加在

保健食品中[1−2]。

现代分析测试研究表明，黄芪中富含多糖、黄

酮、蛋白质、维生素等营养成分，其中毛蕊异黄酮作

为黄芪的主要活性成分之一，其含量大小常作为黄芪

的品质参考，具有抗炎、抗肿瘤、增强机体免疫力等

活性[3−4]。赵竞业与 Li 等曾利用毛蕊异黄酮在两相

溶剂中具有不同的分配系数的特性，采用高速逆流色

谱法对其分离纯化，但该方法需配备高速逆流色谱

仪，成本较高[5−6]。

由于大孔树脂吸附分离具有操作简便、吸附量

大、选择性好、成本低和可反复使用等特点[7−8]，已被

广泛用于多数天然化合物的分离纯化[9−10]，且目前鲜

有大孔树脂纯化黄芪毛蕊异黄酮的研究。为此，本研

究通过静态吸附-洗脱试验，筛选合适的树脂型号，并

采用单因素与响应面试验考察不同工艺条件对毛蕊

异黄酮的纯化效果的影响，从而为该物质的后续深入

研究提供理论与实验基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

黄芪　云南东骏大药房经广西药用植物园，宋

志军老师鉴定为黄芪的干燥根；毛蕊异黄酮对照品　

上海阿拉丁试剂有限公司；甲醇、甲酸、乙醇、乙酸

乙酯　均为色谱纯，国药集团化学试剂有限公司；试

验用水　纯化水。

FW100 型粉碎机　永康市云达机械设备厂；

U3000 型高效液相色谱仪　赛默飞-世尔科技公司；

ME 104 型电子天平　梅特勒-特利多公司；RE-52AA 型

旋转蒸发仪　上海亚荣生化仪器厂；TG18G-II 型
台式高速离心机　盐城凯特实验仪器有限公司；

SHA-C 型恒温振荡器　国华（常州）仪器制造有限公

司；AB-8、H103 型大孔树脂　天津波鸿树脂科技有

限公司；D101、DM130 型大孔树脂　天津浩聚

树脂科技有限公司；DM 301、HPD-600、HPD-400 型

大孔树脂　合肥四峰生物科技有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   提取物制备　黄芪完全粉碎后过 60 目筛，称

取一定质量粉末，以 8 倍质量的体积分数为 50% 的

乙醇溶液加热回流提取 3 次，合并提取溶剂后减压

回收，所得浸膏溶于 50 ℃ 水，加入乙酸乙酯萃取后，

回收溶剂，即得毛蕊异黄酮粗提物[11]。 

1.2.2   毛蕊异黄酮含量测定　采用高效液相色谱法

测定样品中毛蕊异黄酮含量[12]。色谱条件：乙腈-水
作流动相；柱温：40 ℃；流速：1.0 mL/min；检测波长：

254 nm。准确称取毛蕊异黄酮对照品 10.0 mg 置于

10 mL 容量瓶内，加入流动相稀释至刻度摇匀后，分

别准确移取 0.5、1.0、2.0、3.0、5.0 mL 于容量瓶内，

加入流动相稀释至刻度，摇匀。随后，分别以毛蕊异

黄酮对照品浓度为横坐标，相应的峰面积为纵坐标，

绘制标准曲线，得到标准曲线方程：y=12769.2x+
12.79 （r=0.9992），另将纯化后的洗脱液减压蒸发，浓

缩干燥后称重，根据下式计算纯化产物的毛蕊异黄酮

含量。 

1.2.3   静态吸附-洗脱性能比较　经预处理后的 5.0 g
七种型号树脂（H103、D101、AB-8、DM130、HPD-
400、DM301、HPD-600）置于锥形瓶内，分别加入

60 mL 3 mg/mL 提取液，于 25 ℃ 振荡 12 h 达到吸

附平衡后，过滤，测得溶液中毛蕊异黄酮浓度[13]。饱

和吸附的树脂经纯水清洗后，加入 100 mL 体积分数

为 80% 的乙醇溶液，于相同条件振荡解吸至平衡[14]，

照下列公式计算不同类型大孔树脂的吸附量、吸附

率、洗脱率及回收率。

吸附量(τe) =
(c0− ce)×V0

m
式（1）

吸附率(Qe,%) =
c0− ce

c0

×100 式（2）

洗脱率(Dd,%) =
cd×Vd

(c0− ce)×V0

×100 式（3）

回收率(R,%) =
cd×Vd

c0×V0

×100 式（4）

τe

式中：c0 为提取液中毛蕊异黄酮浓度，mg/mL；
ce 为饱和吸附后溶液中毛蕊异黄酮浓度，mg/mL；
V0 为提取液体积，mL；Vd 为洗脱液体积，mL；m 为

树脂干重， g； cd 为洗脱液中毛蕊异黄酮浓度，

mg/mL； 为饱和吸附量，mg/g；Qe 为吸附率，%；

Dd 为洗脱率，%；R 为回收率，%。 

1.2.4   吸附等温曲线　配制体积 60 mL 浓度分别为

0.5、1、2、3、4 mg/mL 的提取液，加入装有 5.0 g HPD-
400 型树脂的锥形瓶内，置于 25、30、35 ℃ 恒温摇

床中，振荡至饱和吸附后，测得滤液中毛蕊异黄酮的

浓度，计算各自饱和吸附量，绘制吸附等温曲线，同时

利用 Langmuir、Freundlich 模型线性拟合，以描述溶

质与树脂的相互作用[15]。 

1.2.5   吸附动力学曲线　准确称取 5.0 g 大孔树脂置

于锥形瓶内，加入 60 mL 质量浓度为 3 mg/mL 提取

液，于 25 ℃ 振荡吸附，分别于不同吸附时间测定溶

液中毛蕊异黄酮浓度，以吸附量为纵坐标，吸附时间

为横坐标，绘制静态吸附动力学曲线，采用不同动力

学模型阐明 HPD-400 型树脂对毛蕊异黄酮的吸附

机制[16]。 

1.2.6   树脂吸附条件考察　 

1.2.6.1   上样液 pH 考察　配制五份 60 mL、3mg/mL
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的上样溶液，分别调节溶液 pH 至 3、4、5、6、7，以
1 mL/min 流速上样至 HPD-400 树脂柱内，考察不同

上样液 pH 对树脂吸附率影响。 

1.2.6.2   泄漏曲线绘制　配制 3mg/mL、pH 为 5 的

不同体积上样溶液，分别以 1、2、3 mL/min 流速上

样至 HPD-400 树脂柱内，分段收集流出液，检测毛蕊

异黄酮浓度，绘制泄露曲线，当流出液浓度达到上样

液浓度 10% 时，为树脂泄漏点；当流出液浓度达到上

样液浓度 100% 时，为饱和吸附点[17]。 

1.2.7   树脂解吸条件考察　 

1.2.7.1   洗脱液浓度考察　分别采用体积分数为 55%、

65%、75%、85%、95% 的乙醇溶液作洗脱液，以

1 mL/min 流速，洗脱饱和吸附后的 HPD-400 树脂，

分段收集流出液，检测毛蕊异黄酮浓度，考察不同体

积分数的乙醇溶液对毛蕊异黄酮洗脱率的影响。 

1.2.7.2   洗脱曲线绘制　采用体积分数为 80% 的乙

醇溶液，分别以 1、2、3 mL/min 流速，洗脱饱和吸附

后的 HPD-400 树脂，分段收集流出液，检测毛蕊异黄

酮浓度，绘制洗脱曲线。 

1.2.8   响应面试验设计　在单因素实验基础上，固定

上样流速 1 mL/min、上样液体积 60 mL、洗脱流速

1 mL/min、洗脱液体积 140 mL，以上样浓度（A）、上

样液 pH（B）和洗脱液浓度（C）为响应因素，回收率为

响应值（Y），设计三因素三水平响应面试验，利用

Design-Expert 软件的 Box-Behnken 试验设计原理，

确定最佳工艺条件，试验因素水平见表 1 所示。
 
 

表 1    响应面试验因素水平
Table 1    Factors and levels in response surface design

水平 A上样浓度（mg/mL） B上样液pH C洗脱液浓度（%）

−1 2 4 75
0 3 5 80
1 4 6 85

  

1.3　数据处理

相关实验数据进行方差分析，检验水准 α=0.05，
当 P<0.05 表示具有显著性差异，P<0.01 表示具有极

显著性差异。 

2　结果与分析 

2.1　树脂型号筛选

由于不同型号大孔树脂的孔径、比表面积与极

性差异较大，因此比较不同类型树脂对毛蕊异黄酮的

吸附与解吸性能，结果见表 2。H103、HPD-400 树脂

的静态吸附率与洗脱率分别最高，而 HPD-400 树脂

对样品中毛蕊异黄酮的回收率最高，推测是因为

H103 树脂的比表面积较大，吸附作用较强 [18]，而

HPD-400 树脂的比表面积适中，且与黄酮化合物具

有适当氢键作用，因此采用 HPD-400 大孔树脂纯化

黄芪毛蕊异黄酮提取物。 

2.2　树脂吸附等温线

图 1 为 HPD-400 树脂对提取物中毛蕊异黄酮

的吸附等温曲线。在相同吸附温度下，随着上样浓度

的逐渐升高，吸附量逐渐增大，但随着吸附温度的升

高，树脂吸附量不断增大，表明该吸附过程为吸热过

程。在 25 ℃ 下，当上样浓度增大至 3 mg/mL 时，

HPD-400 树脂吸附基本达到饱和，因此确定上样浓

度 2、3、4 mg/mL 作为响应面因素考察水平。同时

为便于实际应用，后续试验均选择在 25 ℃ 下进行。
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图 1    不同温度的吸附等温曲线
Fig.1    Adsorption isotherms at different temperatures

 

表 3 为不同温度下，Langmuir 与 Freundlich 模

型对吸附等温线的拟合参数，两种模型拟合方程的相

关系数均较大（r>0.97），因此两种模型均能描述在该

浓度范围内的样品溶液吸附过程，另从 Freundlich 方

程可知，不同温度的拟合方程中 1/n 均小于 0.5，表明

目标化合物较易被吸附于 HPD-400 大孔树脂内[19]。 

2.3　树脂吸附动力学曲线

图 2 为 HPD-400 树脂对毛蕊异黄酮的吸附动

力学曲线。随着吸附时间的延长，树脂对其吸附量逐

渐增大，在 2 h 内吸附速率较快，随后放缓，并于 7 h

 

表 2    大孔吸附树脂静态吸附性能

Table 2    Static adsorption properties of macroporousresin

树脂型号 极性 比表面积（m2/g） Qe （%） Dd （%） R （%）

H103 非极性 ≥900 86.2 81.1 69.9

D101 非极性 ≥550 84.2 83.5 70.3

AB-8 弱极性 ≥480 81.5 85.1 69.4

DM130 弱极性 ≥500 83.1 82.9 68.9

HPD-400 中极性 ≥550 83.3 90.5 75.4

DM301 中极性 ≥330 79.6 88.6 70.5

HPD-600 极性 ≥550 62.8 85.7 53.8

 

表 3    不同温度的 Langmuir 与 Freundlich 模型拟合参数

Table 3    Fitting parameters of Langmuir and Freundlich models at different temperatures

吸附温度 (℃) Langmuir方程 r Freundlich方程 r 1/n
25 τeCe/ =0.072 Ce+0.005 0.9872 τe=14.81Ce0.263 0.9885 0.263
30 τeCe/ =0.081 Ce+0.003 0.9935 τe=13.61Ce0.224 0.9891 0.224
35 τeCe/ =0.088 Ce+0.009 0.9763 τe=12.54 Ce0.195 0.9952 0.195
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达到平衡。分别采用一级和二级动力学模型拟合上

述吸附过程，结果见表 4。采用二级动力学模型拟合

方程后，其相关系数较大，因此该吸附过程更接近于

二级动力学模型特征，吸附过程可能受到外部扩散、

边界层扩散或颗粒内扩散控制[20]。
 
 

表 4    吸附动力学模型拟合参数
Table 4    Fitting parameters of adsorption kinetics models

拟合模型 拟合方程 r

一级动力学 τe τtIn ( − )=2.7929−0.5862t 0.9756
二级动力学 τtt/ = 0.0609t+0.1999 0.9695

  

2.4　动态吸附条件优化 

2.4.1   上样液 pH 对树脂吸附率的影响　上样液

pH 控制提取液中毛蕊异黄酮的离子化程度，进而影

响其吸附作用。图 3 为不同上样液 pH 对树脂的吸

附率影响，随着上样液 pH 的增大，树脂对目标化合

物的吸附率先升高后降低，这归因于当溶液 pH 较低

时，过量的氢离子与目标化合物竞争吸附树脂上的活

性位点，而溶液 pH 较高时，毛蕊异黄酮游离出的阴

离子减弱与树脂的氢键作用[21]，因此确定上样液 pH
4、5、6 作为响应面因素考察水平。
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图 3    上样液 pH 对吸附率的影响
Fig.3    Effect of pH of sample solution on the adsorption

rate of HPD-400 resin
  

2.4.2   泄漏曲线　随着上样液体积的增加，树脂的吸

附位点逐渐饱和，吸附能力下降，流出液中目标化合

物的浓度逐渐增大，同时上样流速过快，使得目标化

合物与树脂的接触时间较短，可能造成树脂泄漏点的

提前，因此考察不同上样流速的树脂泄漏曲线，结果

见图 4。当上样流速分别为 1、2、3 mL/min 时，树脂

泄漏点对应的上样体积约为 60、40、10 mL，树脂饱

和吸附点则分别约为 180、160、140 mL，为了保证上

样液中目标化合物被大孔树脂尽可能吸附完全，因此

确定最佳上样流速为 1  mL/min，上样液体积为

60 mL。
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图 4    不同上样流速的树脂泄漏曲线
Fig.4    Leakage curve in different flow rate of sample

solution on HPD-400 resin
  

2.5　动态洗脱条件优化 

2.5.1   洗脱液浓度对解吸率影响　图 5 为不同体积

分数的乙醇溶液对目标化合物的洗脱率影响，当乙醇

溶液的体积分数增大至 85% 后，洗脱率开始缓慢下

降，这归因于毛蕊异黄酮具有糖苷键和多酚结构，极

性较弱，易被乙醇从吸附树脂内洗脱，但乙醇体积分

数过大，部分吸附杂质也会竞争脱附[22]，因此确定洗

脱液浓度 75%、80%、85% 作为响应面因素考察水平。
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图 5    洗脱液浓度对洗脱率的影响
Fig.5    Effect of eluent concentration on desorption rate

  

2.5.2   洗脱曲线　图 6 为不同洗脱流速下饱和吸附

后树脂的洗脱曲线，从图 6 可知，洗脱流速越快，洗脱

曲线峰形愈宽、拖尾现象越明显，且洗脱液消耗增

多，而采用体积分数为 80% 乙醇溶液以 1.0 mL/min
流速洗脱时，洗脱曲线单一、对称、无明显拖尾，且对

目标物的洗脱集中，因此确定最佳洗脱流速为

1 mL/min，洗脱液用量 140 mL。 

2.6　响应面试验优化分析 

2.6.1   响应面试验结果　根据单因素实验结果，采

用 Box-Behnken 中心组合设计原理，进行三因素三

水平的 RSM 分析试验，考察上样浓度（A）、上样液

pH （B）和洗脱液浓度（C）对毛蕊异黄酮的回收率（Y）

影响，结果见表 5。 
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图 2    吸附动力学曲线

Fig.2    Curve of adsorption kinetics
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2.6.2   响应曲面方差分析　采用多元回归拟合上述

试验结果，得到以回收率为目标函数，各参数编码值的

二次多项回归模型：Y=72.10−0.19A−0.10B−0.087C−

0.43AB−0.20AC−0.18BC−3.25A2−2.38B2−1.55C2，

对其进行显著检验与方差分析，结果见表 6。

从表 6 可知，该回归模型 P< 0.01，表明该模型

回归效果显著，R2=0.9840 表明模型拟合值与实际结

果高度相关，而失拟项 P=0.7631>0.05 表明该回归方

程拟合度较高，误差对试验结果影响较小，模型可

靠。在所有作用因素中，仅二次项 A2、B2、C2 对目标

化合物的回收率影响极显著（P<0.01）。从表中 F 值

可知，各因素对黄芪毛蕊异黄酮的纯化影响大小顺序

为：上样浓度（A）>上样液 pH （B）>洗脱液浓度（C）。 

2.6.3   两因素间的交互作用　图 7 为不同因素的交

互作用对回收率的影响，响应曲面越陡峭，表明该因

素对回收率的影响越大[23]，从图 7 可知，回收率的响

应曲面开口朝下，与三个影响因素均呈明显二次抛物

关系，且随着上样浓度、上样液 pH 和洗脱液浓度的

增大，回收率逐渐升高，并出现极大值，随后呈不同斜

率的下降，另从方差分析结果与响应曲面观察可知，

AB 曲线变化最为密集陡峭，其次为 AC，影响最小

为 BC。
 
 

74

72

70

68

66

64

1.0 1.00.5 0.50 0−0.5 −0.5B: 上样液 pH
−1.0−1.0

A: 上样浓度

回
收

率
 (

%
)

74

72

70

68

66

64

1.0 1.00.5 0.50 0−0.5 −0.5C: 洗脱液浓度 −1.0−1.0
A: 上样浓度

回
收

率
 (

%
)

74

72

70

68

66

64

1.0 1.00.5 0.50 0−0.5 −0.5C: 洗脱液浓度
−1.0−1.0

B: 上样液 pH

回
收

率
 (

%
)

图 7    两因素交互影响回收率的响应曲面
Fig.7    Response surface of the recovery rates

affected by two-factor
  

2.7　验证试验

利用 Design-Expert 8.0 软件对二次抛物线函数

模型进行极值分析，得到 HPD-400 大孔树脂纯化毛

蕊异黄酮提取物的最佳工艺条件：体积为 60 mL，浓
度为 2.97 mg/mL，pH 为 4.9 的毛蕊异黄酮提取液
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图 6    不同洗脱流速的洗脱曲线

Fig.6    Desorption curve in different flow rates of elution
 

 

表 5    响应面试验结果

Table 5    Results of the response surface experiments

实验号 A上样浓度 B上样液pH C洗脱液浓度 Y回收率(%)

1 0 1 −1 68.4
2 0 0 0 72.4
3 0 −1 −1 68.1
4 −1 −1 0 66.6
5 0 −1 0 68.3
6 −1 0 1 67.4
7 0 0 0 72.8
8 1 0 1 67
9 0 0 0 71.7

10 0 1 1 67.9
11 −1 0 −1 67.2
12 1 −1 0 66.7
13 1 1 0 65.5
14 0 0 0 71.5
15 1 0 −1 67.6
16 −1 1 0 67.1
17 0 0 0 72.1

 

表 6    响应面方差分析

Table 6    Variance analysis of response surface experiment

来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 87.96 9 9.77 47.93 <0.0001 **
A 0.28 1 0.28 1.38 0.2786
B 0.080 1 0.080 0.39 0.5510
C 0.061 1 0.061 0.30 0.6007

AB 0.72 1 0.72 3.54 0.1018
AC 0.16 1 0.16 0.78 0.4051
BC 0.12 1 0.12 0.60 0.4637
A2 44.47 1 44.47 218.08 <0.0001 **
B2 23.75 1 23.75 116.46 <0.0001 **
C2 10.12 1 10.12 49.60 0.0002 **

残差 1.43 7 0.20
失拟项 0.33 3 0.11 0.40 0.7631
误差项 1.10 4 0.27
总和 89.39 16 9.77

注：**表示极显著（P<0.01）；*表示显著（0.01<P<0.05）。
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以 1 mL/min 流速上样至 HPD-400 型大孔树脂后，

经体积分数为 79.8% 乙醇溶液，以 1 mL/min 流速洗

脱，对毛蕊异黄酮的理论回收率为 72.9%，实际回收

率为 73.2%，与模型预测值较接近，表明该二次多项

回归模型可预测各因素与响应值间的影响关系。纯

化后样品溶液的色谱图，见图 8 所示，产物中目标化

合物的含量由 2.17% 提高至 10.36%，约为纯化前

4.8 倍。
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图 8    纯化前后样品色谱图
Fig.8    Chromatograms of sample solution before (a)

and after (b) purification
  

3　结论
由于黄芪毛蕊异黄酮提取物中存在的色素、蛋

白质等杂质，可能影响其活性作用，因此以黄芪毛蕊

异黄酮提取物为原料，通过比较不同类型树脂的静态

吸附-洗脱性能，筛选出合适树脂后，采用单因素实验

与三因素三水平响应面试验，确定大孔树脂纯化黄芪

毛蕊异黄酮的最佳工艺条件为：体积为 60 mL，浓度

为 2.97 mg/mL，pH 为 4.9 的毛蕊异黄酮提取液以

1 mL/min 流速上样至 HPD-400 型大孔树脂后，经体

积分数为 79.8% 乙醇溶液，以 1 mL/min 流速洗脱，

产物中毛蕊异黄酮的含量由 2.17% 提高至 10.36%，

约为纯化前 4.8 倍，该纯化工艺操作简便，目标化合

物回收率较高，适于推广使用。
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